. e Industria y Comercio
f . SBUPERINTENDENCIA
o  popepiiia 90 Soie0 o

Delegatura de Propiedad Industrial

Division de Nuevas Creaciones rmamer it
INVENTARIO

SOLICITUD DE

PATENTE DE INVENCION
PCT ENTRADA EN FASE NACIONAL

21. EXPEDIENTE No. ‘

54. TITULO: uUSO DE URATO OXIDASA PARA EL TRATAMIENTO O
PROFILAXIS DE TRASTORNOS O SECUELAS
INDIRECTAS DEL CORAZON CAUSADAS POR SUCESOS
ISQUEMICOS O DE REPERFUSION

52. CLASIFICACION INTERNACIONAL.: As1P 9/10, C12N 9/06
71. SOLICITANTE: SANOFI-AVENTIS
DOMICILIO: 174, Avenue de France, 75013 Paris, FRANCIA

74. APODERADO: DR. LUIS PATINO LEYVA

22. BOGOTA, D.C., 24 FEB, 2010

o
05-04- 0N




p—ay PETITORIO ' ‘ o
l

/,-‘ :;»ﬂ ' SUPERINTENDLENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
lIiIIIIIIIIIIIIlIIIIIlIll!I!IIIIIIIIIII .
Industria y Comercio S I Ao vl
SUPERINTENDENTTA Act. 411 PRESENTACION Folios: 43 ]
?Bﬁummo UNICO DIIE’ cS:_(r)LICITUD DE PATENTES o )

ENTRADA EN FASE'NACIONAL

Patents de Morlwlu d Utlhdad;; BRI

Teléfono:

E-mail:

Momibre:  DR. LUIS PATIRG LEYVA IDENTIFICACION
REPRESENTANTE Dirzccion: CALLE 94A Ne. 7A-09 C.C. nTo [
O APODERADO

Teléforo: 7560770  Fax: 7550153 cE [ oo [

Cual
E-mazil:  inlo@casicllancsyco.com Homero  2.930.616 TRPA 2.693

.WOLFlaANG LINZ

e

? () Clasificacian Intgr

nal ('5'1’) B A:61P‘ra:/j1‘o;‘ CASH 908 i

Intujnac:i

(33) Faiz de Jrigen (22) Fecha (31) Hamere dz Salicitud
EP 05/09/2007 07291072,2
Silx] wno [ us 20/12/2007 81/015,240

m 140@1': R

e ',.aJ.. Nr:s ISELr.Jz'Q'rJ :mo

Q

Instruccionas para el diligenciamiznto del presente formularia, ver reversao de sta pagina.

PI02-F06 (2008-06-08)



Anexos

-C»:nrnprobante dz pago de la tasa d= presentacidn ds 1a solicitud.

[ Jpacuments que acradiia la existencia y i

-Pud(-rks, i fugre &l caso, junto con la sustitucidon del mizmo a mi favar

DDOI..UI nento de cesidn del inventor al zolicitante o 2 Tu causante.

[Jpeciaraciones.

-f‘upld de la zolicitud intermacional (Pezumen, descripaidn, reivindicaciones, dibujos).

—Tu aduccidn dz la solicitud intermacional al caztellans (Pzsumen, descripoidn, reivindicacions z, dibujos).

:lCopia del examen prellrmnar intzrnacional electuado por la Autoridad Internacional de Examan Preliminar (IPEA).

ETraducaién del zxamen preliminar internacional efectuado par la IPEA.

E]De sei &l caso, copia del contrata de accaso.

DD@ gar &l caso, documento qua acredite la licencia o autorizzcidn ds uso de conocimientos tradicionalzs Js a3
comunidades indigenas.

EDG ser &l caso, cerificado de depdsite dal matzrial bioldgico.

[_JArte final 12x12
Dz ser el cazo, informacidn sobre ofraz zalicilude: de patente o tilulos obtenidoz en &l extranjero por &l mismo
titular 0 su causante, relacicnadas parcial o totalments con la invencidn de esta solicitud.

ED@ sai el cazo, modificaciones sfectuadas & la solicitud intemacianal.

Otros: Tarjeta Propietario, Extracto para la publizacion

Q:

presentacion ksgal coanda el solicitante sea persona juridica.

@ FIGURA CARACTERISTICA:

@ Salizito la coancesion de la patente,

NOMBRE: LUS PATTHO LEYYA

FIRMA: (f /W\ﬁ (TW!Z’;)

C.C. Nu. 2.920.61% Boagata - TPA 2.698 C S .

24 FEB. 2010

Instruccinnes para el diligenciamiznto del presents formulario, ver reverso de esta pagina. - MGa/gab - P20261

P102-F06 (2008-06-09)




SUPLRINTLNDENCIA DI INDUSTRIAY COMLRCIO

T
Fecha: 2010-02-24 14:22:29

Dap. 2020 DIR.NULVASCR
ira. 11 PATENTLIVI

kve: 278 FASENACIOMALI
Act. 411 PRESENTACION

Folios: 43
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT + B00176089-2
RECIBO OFICIAL DE CRJA 1o - 14,091
FECHA FERRERD 22 DE 2010
Exkgs CONGSIGRNACT DN xRk

BEPOSITANTE TiFD PAGD BANCD CUENTA No. PAGD FECHA FGO Vr. PAGD
ALVARD CASTELLANDS CONSIGNACION BANCO DE ROBOTR 042754387 323809314 22/0272010

138841

CANT. RENTISTICEG '

1 50003-01-01

)
e )

LICITUDES

S0N:  GUINIENTOS CINCUEWTA Y CUATRO MIL FESOS

RESPONSABLEN;

i TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE IN
TOTAL

RECIBD DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE No.

4.918,000.00

TOTAL CONCEPTO

554,000, 00

s 554,000.00



-G.HOLLMANN RESTREFQ

ABOGADOS LTDA
The vndersigned  SATIOFT AVETTTIS... .., aciing on
behalf of and iepreszaiing of .. .y domiciled
in 174 Avznue dz Tra_m,u, 75013 TAFIS, FFANNCE,
hcxcby - h
appoini(e) LUIS. PATINO LEYVA and/or
GUSTAVO HOLLMANN RESTRETO, doraiciled in
Gogocd Tl Fepublic of Dolombia |, 22 ouy oue and
legal atiommey with the nececcary poweis:
) To appl)r o the ad -ml.mariv-:, judicial and puh
authorities of the Fepublic of ¢ :,-L -mbm in nn) TON:
or appeal, for ckiaining iz

m@dels;-—iﬂzz,-
1 Y

12
vl i

papl—dasizgs

CONLIAcs, Jcrr-sc:, 'uuhun".:lu"
any land; 3) To haervene a lmniffiffu:.---ud'\m, n any
inciance or appeal, be fu]." any )ud".:, court, oribunal,
corparation, public officzr or anthonty n any judicial,
adminiceradve o police action, cuch az: acion d,-udmu
wuh comrnzreial ansiging and names; ¢ »ppuzm- WS AZAMSE
wrademark izgiciations; -E‘C‘lel[,—y and nulliy acaong
YECOVELY 20 uu 18, actons arisiag from ohiamment a.ld
woring of licznse agresrments; action: dealing with
uiiaiy (t_»mpl,l.ltl‘ 1y crimingl aciions; actions clabaing
ndzranity for damages, complainiz or remals on all
sort of induciial property maccers; the parfonrnanc:
precavionary meacuies, and i any other sirndar aciion,
mzacurs or appeal relaed oo eellzcial  prapeity
INALES.

To this f:ffect,

(w.) 1’1\.1| L» anthorize him o file
: 2, mnrudvu--uv
declaraic ", f.:nc.:]lml_-::n:, appzals and
clairas; w pay i, qu-.u and Dens as pluvn'l.‘-cl by
Law' O v”JVr [}y cl].a.wlu-; 'JI.J,!_'L'.‘:‘ UUhL“ DO li\flw 1-1
process of belng g L w reczwe all Lind of
docurnents and securiies; 0o icus the mepactve weleasas
and, mn genzral, o b, before sad audhoriies, perinene
steps o the above mendonsd puipcsss and ke all
razacurzs they raay deern advisable o protzce my (ouy)
mezrasis, wich all other uec-:anry legal faculdez, and I
(we) hereby declae a5 good and velid whatever the

atgornsys should do o aw f(n ur) beizlii,

Thic powsr compiises the clULh'Jlll:y v raiify or confura
on iy (on) behall any acilon, a0 well ac the nculty of
receiving,  dasisiing,  trancacing,  comnpromizing,
cubsiliviing  and GV g ub amuions,  caldag
n-*»tlflcﬂuoiﬁq and appointing judizial o exg -u‘-jud'cial
ALLOMEYS.

[N

..\..

METLIET Josians, Du ECU0L PaU:ﬂ. L‘_ﬂ/

/ Come Nofsrio Veiftieis def Shoulo de

Bogotd [hagu cogetsr gue Bete copta
an originl que se F mum.\do
Bogotd .C - Cotomipe. - -

7 FEB 2010

NOTARID VEINTIBES

¥ il

© judicial

G. HOLLMANN RESTREPO
ABOGADOS LTDA
Yo (nc»s::»tros) , obiands en nombre
propio y reprasentacién de,
con domicilio en nombra(ames) a
LUIS PATINO LEYVA y/a G GUST AVO IIOLI_MM\IN
RESTREPQ, con dovnisilic zn Bogatd D2, Bepiiblica d

“Colamlia, apc-ﬂ aradc vudwdcu.‘ ¥ l':g al, con poder ¢ pca:mln

arnplio y euf
1) Para re : lan --ﬁrm:,f ' (nut-.ndad colombianas
adminisiraiiess, _]Uc‘]lf‘l;'\l-“ y de polichy an cuale ]m rinctanci o
1'=c111'"o,';¢ -"ll\i.'":l’!Cif.u'l JL mL-m. 3 -‘I: invenciing maodelse da
i 1'; aCas,
':’ELH" C]‘ ].':lﬂc... [ -Fl’llllt‘ial',J d°p<£v"lt"'v de nombie ¥
vt ranitans, derechor de avtor y
norabrze de deraindn arl como cus tracpacas, plr»nm?as,
renavaciones y cambios d: nombre; 2) Elabovar, tramitar,
sZICtYAr CONtraios,
lizzacia, avtorizacionse v regitvos di cualeaquisra claszsy 3)
Tnterveic come demandane: o coms demandads 2n
cualquizr instancia y recurso y ante cualquizy jusz, snndad,
corporacién, funcionans poblice o aviondad 2n accicnes
Awinicteativas y dz policts, taler como acclones
detizadss de nombrz o fa  comercialer;  accionas
reivindic: tCn’i‘L acciongs dedvadaz de la obtencién o
miacibn de Lcur-rm; accionzs de compersncia derleal,
“deinandas penales v ocivilzs; accionze Az indermnizacién de
perjuicion, reclarmos, woobeerva cvalquier acuntd
Jad Lm:] cmal e J* 'lc rrmcliclx- cautehres

. C ey

ETZENAl COmeCl

colicitar, ohiznzr, realizai ,|.drunr y o

e propl

ados enn h pr u}_)l-:C‘E’C‘ mu».lcctml

A zig efzcin, lo far'u]tww para clevar Suhf itndes, formular
descipeionezs,  enm dv protes d—‘_ ,u:rcin:-nes

C
e eicionss, cancelaciones,
tnpusctos, cuota y >V
rrimncbr o desictir a o en curso de
concasibng reciblr toda ,193;— ‘lr— decumziteg y valorzs dando
al deccarzn vacpective, v en g -l"‘Ll pa.m dar ante -4i«‘ha.s
aizridads ;

por la Lw

.)

=3 Lud,uu. l‘L as O ¥ Ul

tomas todas lac medidas que cmy: i cunduc-;,ntes al
rasguards de mis (nvestios) interzser, con todar los
facultadz: sarias, yopov £cte deonmento decde shora
declars(ames) vilido y buens wado cuanes las apaderados
arzn 2n mai (nuestro) beneficio.

hici
Ecis puuL,.
i (r
recibir, ¢k

comprends la faculiad de vaitficer, o confinmar zn
o, ast cormno la facultad Jde
COMPIIMELr, sustitnir y revocar
tus L‘L’l'f"um-, rECILL C -ufu. aciones y nombray apodirados
judiciales o zziramdicialzs.

Firmado zn Paris &l d

d 2 .

)

Je ..,OU.“I

w e Herve POMMERY

aPane, cerafic mudrichaman
I °|~n. nue de Mo, L

[ Covee cariifionic
vénfcnion de |
ATLeS manmonnuds




APOSTILLE
{(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Républigue francaise

Le présent acte public

2. a éé signé par . W v . p@ﬂﬁfﬁl{

3. agissant en qualité de /’,, ﬁftw

/
4. est revétu du sceaw/timbre de J@dxﬁﬁ(ﬁ& ................... )
Attesté

| 5. PAKS _
6. le ZO/IZ/ ok

7. par le Procureur général prés la Cour d'appel de/%},ﬂ,;

’ p——
‘Apostille confirme seulement l'authenticité de la signature, du sceau o+
Sre sur le document. Elle ne signifie pas que le contenn du documens <

Colo

-~ &&FEB 2019

| qus se ha
Bhoth B\C. Cotomig. T

, e JOTARO VEWTISENS
PR I
‘, Lo ; ;-:\_s 3. \,fu{;»’.: \
N AN




L CERTIFICATION
- P~y
COMPANIES

The undersigned He[yé EOMMERY cuuﬁc;: that

the pxcccdma signature(s) 1md|ucr o g NE gLLu‘!Q (are)
authentic; rh'n the signer(s) at preftnt {ill(s) the position
of _.J\J.lu Eal Ofﬂfmtnlr..m\Td_{ﬂt he (they) is (arc)
cmpowr‘tcd to grant this power; and llnt said comp'my
exists, accomp]_lshcs its social object and is organized in

1n accordance with the Laws of FAANEE
All the foregoing facts are known to me, due to my
having examined the respective documents to which I
attest.

uloncd m F’{ f(;__}___ on this A)i‘ day of —3.») m MJ)(

vé POMMERY”

MOTAIRE

S

CERTIFICACION
SOCIEDADES
El(la) infrascrito(a) certifica: que la(s)
firma(s) que antecede(n) y dice(n) es (son)
autcadca(s); que el (los)  signatario(s)  desempena(n)
actualmente el cargo(s) de de : que

dene(n) facultad para otorgar este poder; y que dicha

compania existe, cumnple su objeto social y estd organizada en
conforme a las Leyes de .

Todos los hechos anteriores le constan, por haber

examinado los documentos respeciivos y de todo ello da fe.

Firmado en el de de

\; R
NOTAIRES ASSOT e \

D'UNE 8CP

L. Républigue frangaise
Le présent acte public

,,,,,,

APOSTILLE
(Corvention de La Hape du S octobre 1961)

- "';:;;;;i,:"‘j‘,}' 16
el ‘-/

2. 8 ét8 signé par . }7'!’ [U’ fc

ff}_(‘i(’

3. agissunt en qualits o Lo

4. ¢st revétu du sceantimbre 3o

e b1 lidde.

Asiesth

e ey

. Shpaedentis acanes TANRN AL
e e \w‘(.|

5 @w’{i

0k Cn’\-—/"’— ’ v (f'rl:}/

7. piir e Procureur gémm:l prés

la Cour d'appel dC.. PJ" R.S.

8. sous ©° ’{’?',%C m

Q. Sceau :

otiginel qus se he pregantado
oté .C. Colombl.

FEB 2010

‘Guswo SAMPER RUDRRIUEZ
NOTARIO VEINTISES

i i v




EDGAR HERMES PAINAO PARDO

Traduecter oficial - Traducfear asserments
Espafol - 'rancés
Frangais - Espagiol

v

3

Traduccién oficial, 1:»211‘(&&1, de un doounm‘ri‘&:v que me fue presentado e

lengua francesa, trabajo realizado en fimcidn J\.~l 11 cargo de tr —ldllu[OI oficial de

esta cindad de Santafé de Rogota.” L
. - f‘.;\'g P
Contenido del dﬁcum&nto: Lo

PODEP. de 8.2 H'oi“ AVENTIS, 174, Avenue de France, 75013 Paris,

/
’b

~

Francia, para Luts Patiiic ]le.y‘.fa y/o Gustavo Hollmann Restrepo.

Firma ilegible, Josiane Merlier.

El snscrito, Hervé Pomimery, notaric en Parfs, autentico 1a firma de Josiane
Merlier. Esta autenticacién no implica aceptacién del contenido del documento.
Fiimia ilezible v sello de la notaria. Paris, 19 de fehirera de 2007,

Aposti las. (Convencidn de La Haya del 5 de octubre de 1961).

1. Peptiblica Francesa. El presente documents pitlico. 2. Fue hmudu por
el sefior Pommery. 3. Actuando en calidad de natavio. 4. Lieva el sello clo:: la

.

notaria.

CERTIFICADO:

'J

5. En Paris Tl 2 'le. dictembre de 2004 y el 22 de febyero de 20G7. 7,
o 1) v‘ ) . . ) .
Por el Piocurador Gwnm al de la Corte de Apelaciones de Paris, R bajo loz

nMeros 174]90 y 173350 o Sello de 14

a Corte. 10, Firma ilegible.

4 h\‘.’. : -
‘Laapbstille confirma Guicamente la auteniicidad de la finna, del sello o
< oA
i W .0 3 : b T
estainpiila "que 23té sobwe ol documento. Wo siznifica que &l conrtentdo del
documento es correcto o que la Pepiblica Fraincess apruebe su contenido,

Era tado cuanio contenia el dacumenter” Be una traduccion fiel v parcigh

(N conefar que uto mm
o con Jrigine! frue se he presaniade , ‘
t4 0.0 Cotombae. -

RODIIGL
GUSTA wt%ﬁ?mm

o




HIRISTERIN It

RELACIPY T2 =

H: 35

3 7
L8

Raym

GELEGA

081 o4 28

GATTZACICN
BIGTTADLC.

15
JLP LD

Wi

.‘.

S 2GR
0y

g




2009/030373 A1 AR TR AME SR

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization
International Burean

(43) International Publication Daie
12 March 2009 (12.03.2009)

(10) Inlernaho al Publuahon Number

WO 2009/030373 Al

(51) International Patent Classification:
AGIP 910 (20)5.01) CI2N 9766 (2006.01)

(21) International Application Number:

PCT/EPZO0S/00635E

(22) International Filing Date: 20 Augusi 2008 (20.05.2003)

(25) Filing Language: English
/
(26) Publication Language: Englizh

(30) Priority Data:
07291072.2 5 September 2007 (05.09.2007)  EP
61/015,240 20 December 2007 (20.12.2007) US

(71) Applicant (for all designaied States exzept US): SANOTI-
AVENTIS [FF/FR]; 174, avenue de France, F-75013 Paris
(FE).

(72) Inventors; and

(75) Inventors/Applicants (for US only): LINZ, Wolf-
gang [DE/DE]; c/o Sanofi-Aventic Dentszhland GmbH,
65926 Frankfurt am Main (DE). SCHAEFER, Maithias
[DE/MDE]; cfo Sanofi-Aventis Deutschland GrabH, 65626
Frankfurt am Main (DE).

Agent: KUJATH, Lckard; /o Sanofi-Aveniis Deutsch-
land GmbH, Patentableilung, Inductrizpark: Héchst, Geb.
¥ 201, 65926 Trankfuin am Maiu (DE).

74

(81) Deﬂg{}d States (unlzss leirwm: indizated, for every

Lind af national pI'JIE.:tlJIl availablz): AE, AG, AL, AM,

7 AOQ, AT, AU, AZ,EA, LB EG, BH,EF,BW,BY,EZ, CA,

.7 CH,CN,CO,CR, CU,CZ, DE DK, DM, DO, DZ, EC, EE,

/L'Lv E3, FI, GB, gD, GE, G GT, I, HR, HU, I,

IL, T, 1S, JF, .'_E/ZG KM, I'N IZP FILEZ, LA, L LE,

LR, LS, LELU, LY, MA, MD, ME, MG, ME, MN, MW,

MELMY, MZ, A, TG, T 1O, TTZ, OM, PG, P, TL, PT,

PO, IS, RU, 2C, S, SE, SG, SE, SL, 3M, ST, SV, 8Y, TJ,

TM, Tt1, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VI, ZA, ZM,
ZW.

(84) Designated States (unless othenvise indicated, far every
kind of regional protzction available): AFIPO BW, GH,
GM, 1T, LS, MW, MZ, NA, 8D, SL, §Z, TZ, UG, ZM,
ZW), Burazian (AM, AZ, BY, ¥.G, FZ, MD, .U, TJ, TM),
European (AT, BE, BEG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI,
I'R, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MT, NL,
HO, PL, PT, RO, SE, SI, 5K, TR), OAFI (BF, EJ, CT, CG
CIL CM, GA, G, GQ, GW, ML, MR, ITE, SN, TI, TG).

Published:

with international search report

with sequence licting part of description pul-lizhzd sepa-
rately in elzctronic form and available upon reguest from
the Internaiional Eureau

(54) Tiile: USE OF URATE OXIDASE FOIL THE TREATMENT OL PROFHYLAXIS OF DISORDERS O DRECT SE-
QUELAE OF THE HEART CAUSED BY ISCHEMIC COR REPERFUSION EVENTS

(57) Abstract: The inveniion relaies io the use of an uraie oxidace, preferably recombinani urate oXidase, for example Fasburic-
ase, for producing a medicament for the wzatmeni or prophylaxis of dicorders or indirzct sequelae of the heart canzed by ischemic
or reperfusion evews, for example during and after cardiac surgery lika CABG (coronary ariery bypass grafi), PCT (percutaneons
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Description

Use of urate oxidase for the treatment or prophylaxis of disorders or indirect sequelae

of the heart caused by ischemic or reperfusion events

The invention relates to the use of urate oxidase, preferably recombinant urate
oxidase, for example Rasburicase, for producing a medicament for the treatment or
prophylaxis of disorders or indirect sequelae of the heart caused by ischemic or
reperfusion events, for example during and after cardiac surgery like CABG (coronary
artery bypass graft), PCl (percutaneous coronary intervention), transplantation, post
myocardial infarction and for the treatment or prophylaxis of coronary artery disease or

heart failure, for example congestive heart failure.

Uric acid is the end product of purine metabolism in birds, reptiles, primates and
humans and is produced in the liver by oxidation of xanthine and hypoxanthine. In all
other mammals, uric acid is further oxidized by the enzyme urate oxidase to allantoin.
However, humans lack this enzyme. As uric acid has relatively poor water solubitlity,
the increase in plasma levels of uric acid is known to be causative for several diseases
such as gout. An acute elevation of uric acid leads to acute renal failure caused by the
precipitation of crystals of uric acid in renal tubules (Ejaz A.A. et al., Clin. J. Am.
Nephrol. (2007) 2:16-21).

Increase of uric acid production is caused in general in patients suffering from purine
metabolism disorders such as hereditable hyperuricaemia. However, acute elevation of
high levels of uric acid is also observed in any patient undergoing massive cell death
such as during treatment of cancer with cytostatics. The latter is known to lead to the
so-called tumor lysis syndrome where massive cell death leads to liberation of nucleic
acids being rapidly catabolized into uric acid as the end product due to purine
metabolism. In general massive death of cells is also observed in any
pathophysiological situation of ischemia and reperfusion and therefore also during
cardiac surgery like CABG (coronary artery bypass graft), PCI (percutaneous coronary
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intervention), transplantation, post myocardial infarction, coronary artery disease or
heart failure.

Beside the latter mentioned acute insults, increased plasma uric acid concentrations
were recently found to be predictive also for mortality in congestive heart failure (Anker
SD et al., Circulation (2003); 107:1991-1997). A causative correlation for this has been
also discussed recently (Hare JM et al., Circulation (2003) 107:1951-1953).

Currently three different principles can be used in order to reduce pathophysiological
elevated levels of uric acid. (i) Enhancement of renal excretion of uric acid, (ii)
impairment of uric acid generation or (jii) conversion of uric acid into allantoin.

i) Benzbromaron

Treatment with Benzbromaron ((2-Ethyl-3-benzofuranyl)-(3,5-dibrom-4-hydroxyphenyl)
keton) enhances renal excretion of uric acid by targeting renal uric acid reabsorption.
The net effect under benzbromeron treatment is increased excretion of uric acid.
Treatment has to begin by subtreshold dosing since Benzbromarone itself can trigger

the precipitation of uric acid in the kidney or urether.

ii) Allopurinol

Another approach targets the catabolism of purines into uric acid due to inhibition of
xanthinoxidase, a key enzyme in purine metabolism: Allopurinol (4-hydroxypurinol), an
analogue of xanthine, is an inhibitor of xanthinoxidase leading to decreased generation
of uric acid. Treatment with Allopurinol is currently considered the standard
pharmacological treatment for hyperuricemia-associated diseases such as gout.
During treatment with Allopurinol, instead of uric acid, the precursors xanthines
accumulate and are mainly excreted via the kidney. Treatment with Allopurinol is
preventive to avoid high uric acid levels but it is unsuitable in cases of already elevated
uric acid levels and is moreover known to induce gout on its own. In case of prevention
the tumor lysis syndrome during treatment of cancer, Allopurinol is given before
cytotoxic treatment. Beside the application of allopurinol, management is directed to
normalize metabolic abnormalities and preventing further renal damage.
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iii) Urate oxidase
The mechanism of action of urate oxidase is different from Allopurinol. Urate oxidase
(Uric acid oxidase, urate oxygen oxidoreductase, EC 1.7.3.3) catalyses the oxidation of

~ uric acid to allantoin, a water-soluble product that is easily excreted by the kidney

(scheme 1). The protein enzyme urate oxidase can, for example, be obtained from
Aspergillus flavus.

The cDNA coding for this protein has been cloned and expressed in Escherichia coli
(Legoux R. et al., J. Biol. Chem., 1992, 267, (12), 8565-8570), in Aspergillus flavus
(Chevalet L. et al., Curr. Genet., 1992, 21, 447-453) and in Saccharomyces cerevisiae
(Leplatois P. et al., Gene., 1992, 122, 139-145).

Recombinant urate oxidase is urate oxidase produced by genetically modified
microorganisms and can, for example, be obtained from the above mentioned
genetically modified strains of Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae.
Rasburicase is a recombinant urate oxidase enzyme produced from genetically
modified strain of Saccharomyces cerevisiae cloned with cDNA from a strain of
Aspefgillus flavus (Oldfield V et al., Drugs (2006) 66 (4):529-545, Leplatois P. et al.,
Gene., 1992, 122, 139-145). Rasburicase is a tetrameric protein with identical subunits
of a molecular mass of about 34 kDa each (Figure 1) - similar to the native Aspergillus
flavus urate oxidase (Bayol A. et al., Biotechnol. Appl. Biochem. 2002, 36, 21-31).
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Guanine Hypoxanthine
Guanine deaminase Xanthine oxidase -«———— Allopurinol
©
Xanthine l

l Xanthine oxidase Oxipurinol

Urinary excretion <€——— Uric acid

®

l Urate oxidase / Rasburicase

5-hydroxyisourate

l Nonenzymatic degradation

Urinary excretion -€—— Allantoin l

H,0,

Scheme 1: Effects of urate oxidase, Rasburicase, Allopurinol and Oxipurinol (the active
metabolite of Allopurinol) on purine catabolism. © indicates inhibition of xanthine
oxidase by allopurinol and oxipurinol;® indicates metabolism of uric acid by

Rasburicase or Urate Oxidase

Due to its mode of action, instead of treatment with allopurinol, use of Rasburicase is
now the preferred treatment in situations of acute and massively increased plasma uric
acid levels in the context of prevention of tumor lysis syndrome.

An apparent disadvantage of urate oxidase treatment is the generation of a
stoichiometrically equivalent amount of hydrogenperoxide (Scheme 2), which is
according to current knowledge seen as a problem especially in regard of the intended
use of urate oxidase in cardiovascular indications.

Urate oxidase/Rasburicase
Uric acid + 2 H,0 + O, —> Allantoin + 2 H,0, + CO,

Scheme 2
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H202 although not a radical itself, can easily be converted into hydroxyl radicals by
Fenton reaction. Different species of endogenously generated oxygen radicals are
termed as reactive oxygen species (ROS) comprising also other types such as
hydroxylradicals or superoxide anions which are easily converted. Those ROS can be
generated by different cellular enzyme systems, for example by NADPH oxidase. In
the past ROS were shown to be involved in many physiological and pathophysiological
processes. Numerous studies revealed a detrimental role of ROS in regard to
cardiovascular indications (Lo SK et al., Am. J. Physiol (1993) 264:L.406-412; PMNSs;
Gasic AC et al., Circulation (1991) Nov; 84(5): 2154-2166; Bradley JR et al., Am. J.
Pathol. (1995); 147(3): 627-641; Kevil CG et al., Am. J. Physiol. Cell Physiol. (2000)
Jul; 279(1): C21-30; Zafari AM et al., Hypertension (1998) Sep; 32(3): 488-495; for an
overview see Cai H, Cardiovascular Research (2005) 68:26-36).

Experiments have been carried out to test the urate oxidase Rasburicase in
combination with uric acid for its expected adverse cardiac effects caused by the
generated hydrogen peroxide. Suprisingly, the experiments have shown that the heart
function is not significantly affected by high concentrations of Rasburicase alone orin
combination with high concentrations of uric acid. Furthermore, the combination of
Rasburicase and uric acid even improved heart function and the cardiodynamics when
the combination is present prior and during ischemia and reperfusion.

Therefore, the invention relates to the use of an urate oxidase, preferably recombinant
urate oxidase, for example Rasburicase, for producing a medicament for the treatment
or prophylaxis of disorders or indirect sequelae of the heart caused by ischemic or
reperfusion events, for example during and after cardiac surgery like CABG (coronary
artery bypass graft), PCI (percutaneous coronary intervention), transplantation, post
myocardial infarction and for the treatment or prophylaxis of coronary artery disease or
heart failure, for example congestive heart failure.

In another embodiment additional treatment with a scavenger for H2O is preferred, for
example vitamins A, C or E, Trolox, Oligomere Proanthocyanidine, Gluthation, L-N-
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Acetylcystein, Ebselen, Lycopin, Flavonoid, Catechin und Anthocyan, more preferably

L-ascorbic acid.

Pharmaceutical formulations comprise, as an active constituent, an effective dose of
Rasburicase in addition to customary, pharmaceutically unobjectionable carriers and
assistants and optionally also one or more other active pharmacological ingredients,
for example ascorbic acid. The pharmaceutical formulations contain normally from 0.1

to 90% by weight of Rasburicase.

The pharmaceutical formulations can be produced in a manner known per se. To this
end, the active ingredients and/or their physiologically compatible salts, together with

one or more solid or liquid pharmaceutical carriers and/or assistants, are converted to
a suitable administration form or dosage form, which can then be used as a

medicament in human medicine.

Medicaments which comprise Rasburicase can be administered, for example,
parenterally, intravenously, rectally, nasally, by inhalation or topically, the preferred
administration depending on the particular case.

The excipients which are suitable for the desired pharmaceutical formulation are
familiar to those skilled in the art on the basis of their expert knowledge. In addition to
solvents, gel formers, suppository bases, tablet excipients and other active ingredient
carriers, it is possible to use, for example, antioxidants, dispersants, emulsifiers,
antifoams, flavorings, preservatives, solubilizers, agents for achieving a depot effect,
buffer substances or colorings.

For subcutaneous, intramuscular or intravenous administration, the active compounds
used, if desired with the substances customary for this purpose, such as solubilizers,
emulsifiers or further excipients, are converted to solution, suspension or emulsion.
Examples of useful solvents are: water, physiological saline or alcohols, for example
ethanol, propanol, glycerol, and additionally also sugar solutions such as glucose or
mannitol solutions, or else a mixture of the different solvents mentioned.

/3
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Examples of suitable pharmaceutical formulations for administration in the form of
aerosols or sprays are solutions, suspensions, emulsions or vesicular and micellar
medicament forms of the active ingredients or their physiologically compatible salts in
water or in a pharmaceutically unobjectionable water-miscible or oily solvent, or a
mixture of such solvents. Also suitable for administration in the form of aerosols or
sprays, for example for nasal administration, are powders of the active ingredients or
their physiologically compatible salts. If required, all formulations may also comprise
other pharmaceutical excipients such as isotonizing additives, surfactants, emulsifiers
and stabilizers, and also a propellant gas. The formulations mentioned may
additionally be in the form of freeze-dried products.

The dosage of Rasburicase to be administered in accordance with the invention
depends upon the individual case and, for optimal action, should be adjusted to the
circumstances of the individual case as usual. For instance, it depends of course upon
the frequency of administration and upon the potency and duration of action of the
compounds used in each case for treatment or prophylaxis, but also upon the nature
and severity of the disease to be treated, and also on the gender, age, weight and
individual responsiveness of the human or animal to be treated, and upon whether
acute or chronic treatment or prophylaxis is being practiced.

The dosage of Rasburicase may typically vary within the range from 1 mg to 1 g per
day and per person (at body weight about 75 kg), preferably from 5 to 760 mg per day
and person, for example from 100 to 150 mg per day and person. However, higher
doses may also be appropriate. The daily dose of the active ingredients may be
administered all at once or it may be divided between a plurality of, for example 2, 3 or

4, administrations.
Experimental part
List of abbreviations

Asc.A Ascorbic acid
kDa Kilo Dalton
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n Number of animals
P Pressure
Rasb Rasburicase
Reperf. Reperfusion
UA Uric acid

Examples of pharmaceutical preparations

Example A: Aqueous solution for intravenous administration
To prepare 10 ml of solution comprising 50 ug of active compound per ml, 0,5 mg
Rasburicase were dissolved in 10 ml of isotonic (0.9%) sodium chloride solution.

Experiments on isolated working rat hearts

As biological materials the isolated hearts of male Wistar rats were used which were
purchased from our Laboratory Animal Science and Welfare (LASW). The heart
function (coronary flow and contractility) was investigated on the “Isolated Working
Heart” model as previously described (Itter G et al., Laboratory Animals (2005) 39;
178-193).The hearts were first perfused according to Langendorff's method with an
oxygenaled (95% Oz, 5% CO») noncirculating Krebs-Henseleit solution of the following
compositions (mmol/L): NaCl, 118; KCI, 4.7; CaCl,, 2.5; MgSOs, 1.6; NaHCO3, 24.9;
KH,PO,, 1.2; glucose, 5.5; Na-pyruvate, 2.0. A catheter placed into the pulmonary
artery drained the coronary effluent perfusate that was collected for determination of
coronary flow and venous Pg, measurements. The left atrium was cannulated by an

incision of the left auricle. After a 15-minute equilibration period at a fixed perfusion
pressure of 60 mmHg, the heart was switched into the working mode at a fixed filling
pressure of 11 mmHg. Coronary flow (CF) and pressure signals (dP/dtmax) were
sampled at 500 Hz, averaged every 2 seconds.

Effects on coronary flow and contractility of the heart:

1S
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High Rasburicase concentrations were tested in combination with different uric acid
concentrations on isolated working rat hearts for their possible adverse cardiac effects

caused by the generated hydrogenperoxide (H20z).

Table 1 shows that concentrations higher than 100 M H,05 strongly reduced coronary

flow and contractility.

Table 1: Effect of increasing H.O» concentrations on coronary flow (CF) and
contractility (dP/dtnay) in isolated rat hearts; n = 4, *p<0.05 vs basal value

Basal H202 Hz02 H-0- H20- Buffer
Value 10uM 30uM |[100uM | 200uM
CF 14,07+0,33 | 13,89+0,55 | 15,21+1 [ 15,7+1,3 [ 10,42+0,3* | 14,43
(mL/min) +0.96
dP/dtnax | 4646 + 178 | 4774 + 185 | 4469 4573 1698 + 69 | 2493
(mmHg/s) +167 | +268 +182°

Increasing Rasburicase concentrations (0.5, 1.5, 5, 15, 50 ug/mL) induced only a slight
(not significant) decrease in coronary flow and contractility, which was not influenced in
the presence of uric acid (6 mg/L) (Tab. 2). Similar effects were observed when high
Rasburicase (50 pg/mL) was perfused with higher concentrations of uric acid (6-30

mg/L) (Tab. 3).

Table 2: Effect of increasing Rasburicase concentrations with and without Uric Acid
(UA 6 mg/L) on coronary flow (CF) and contractility (dP/dtnax) in isolated rat hearts;
n=6-7/Group

Basal | Rasb Rasb Rasb Rasb Rasb
Value | 0,5 ug/mL | 1,5ug/mL |5 ug/mL 15 ug/mL | 50 pg/mL
CF 14,39 | 14,09+0,86 | 13,69+0,89 | 13,59+1,02 | 13,11+0,99 | 12,27+1,16

(mL/min) | +0,89

without

/6
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UA

CF 15,86 | 15,7+0,7 15,4+0,74 | 15,05+0,68 | 14,62+0,76 | 13,3+0,81

(mUmin) | +0,79

with UA

dP/dtmax | 4397 | 4311 £260 | 4271 + 341 | 4144 + 267 | 4146 + 316 | 39171252

(mmHg/s) | £ 259

without

UA

dP/dtnax | 4534 | 4657 + 215 | 4538 + 234 | 4491 + 291 | 4381+ 292 | 4200+348

(mmHg/s) | + 158

with UA

Table 3: Effect of increasing Uric Acid and high Rasburicase (Rasb 50 yg/mL)
concentrations on coronary flow (CF) and contractility (dP/dtynax) in isolated rat hearts;

n=4-5/Group

Basal | Uric Acid | Uric Acid | Uric Acid Uric Acid | Buffer

Value | 6 mg/L 6 mg/L + 15mg/L + |30 mg/L +

high Rasb | high Rasb | high Rasb

CF 12,86 | 12,86+1,47 | 13,23+1,61 | 12,27+1,54 | 13,34+1,56 | 13,47+1,32
(mL/min) | +1,56
Control
CF 13,32 | 13,51+1,02 | 12,571 12,35+1,31 | 11,06+1,22 | 10,58+1,2
(mLU/min) | £0,99
with UA
dP/dtmax | 3550 | 3599 + 524 | 3745 + 581 | 3845 + 570 | 3897 + 455 | 4100390
(mmHg/s) | £ 447
Control
dP/dtnax | 3780 | 3867 +£327 | 3821 + 347 | 3982 + 341 | 3610+ 241 | 3671+252
(mmHg/s) | £213
with UA

[+
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Effects on coronary flow and contractility of the heart with global ischemia and

reperfusion:

High Rasburicase (50 #g/mL) in combination with high uric acid concentrations (15 or
30 mg/L), concentration-dependently improved the recovery after ischemia/reperfusion

(Tab. 4, 5).

Table 4: Effect of high Rasburicase (Rasb 50 #g/mL) and Uric Acid (UA 15 mg/L)
concentrations on coronary flow (CF) and contractility (dP/dtnay) in isolated rat hearts

with global ischemia and reperfusion; n=5/Group; *p<0.05 vs Control

5 min 1 min Global Reperf. Reperf. Reper.
before before Ischemia |5 min after | 10 min 15 min
ischemia | ischemia Ischemia | after after
Ischemia Ischemia

CF 13,28 12,82 0,38 447+1,69 |4,71£1,86 |4,73+1,85

(mLU/min) [ +0,7 +0,75 +0,06

Control

with UA

CF 14,55 14,59 0,38 9,76x2,4* | 8,24+2,95 |7,94+2,83

(ml/min) | £0,7 +0,75 10,01

with UA +

Rasb

dP/dtmax | 3600 3608 61 +1 1057+ 496 | 1284 + 667 | 1403+736

(mmHg/s) | + 250 + 318

Control

with UA

dP/dtmax | 4000 4074 61 +1 2987+687* | 2056 672 | 21101774

(mmHg/s) | + 270 + 277

with UA

+ Rasb
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Table 5: Effect of high Rasburicase (Rasb 50 #g/mL) and Uric Acid (UA 30 mg/L)
concentrations on coronary flow (CF) and contractility (dP/dtmax) in isolated rat hearts
with global ischemia and reperfusion; n=5/Group; *p<0.05 vs Control

5 min 1 min Global Reperf. Reperf. Reperf.
before before Ischemia | 5 min after | 10 min 15 min
ischemia | ischemia Ischemia after after
Ischemia | Ischemia

CF 13,33 13,11 0,31 8,34+1,88 |9,16+1,29 | 9,2510,63

(mU/min) | 0,7 +0,88 +0,02

Control

with UA

CF 15,14 15,21 0,39 12,89+2,2* | 12,9+1,35" | 12,44+1,1*

(mL/min) | +0,8 +1,06 +0,02

with UA +

Rasb

dP/dtnax | 4020 4017 59 +2 2224+ 418 | 2898 + 314 | 3192+273

(mmHg/s) | + 350 + 437

Control

with UA

dP/dtmax | 4090 4115 61+3 3759+587* | 3300+ 75 | 3373+52

(mmHg/s) | + 339 + 328

with UA

+ Rasb

Addition of ascorbic acid (1 mM) led to a normalization of coronary flow and a further
improvement on contractility after ischemia/reperfusion (Tab. 6).

Table 6: Effect of high Rasburicase (Rasb 50 yg/mL), Uric Acid (UA 30 mg/L) and
Ascorbic Acid (Asc.A. 1 mM) concentrations on coronary flow (CF) and contractility
(dP/dtmay) in isolated rat hearts with global ischemia and reperfusion; n=6/Group;

*p<0.05 vs Control

(9
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5 min 1 min Global Repert. Reperf Reper.
before before Ischemia |5 min after | 10 min’ 15 min
ischemia | ischemia Ischemia after after
Ischemia Ischemia
CF 13,84 13,32 0,21 12,85+2,78 | 14,87+0,59 | 13,48+0,57
(mL/min) | +0,88 0,52 +0,02
Control
with UA
+ Rasb
CF 14,34 14,23 0,35 15+1,66 13,91+1,7 | 12,64+1,6
(mL/min) | +0,98 +1,1 +0,02
with UA
+ Rasb
+ASC.A.
dP/dtmax | 4813 4849 61x2 2624+ 625 | 3730 + 156 | 4160+255
(mmHg/s) | £ 300 + 314
Control
with UA +
Rasb
dP/dtmax | 4574 4437 58 +2 3862+379* | 3976+ 268 | 40021274
(mmHg/s) | £ 312 + 297
Control
with UA
Rasb
+ Asc. A.

As shown above heart function was not significantly affected by high concentrations of
Rasburicase alone or in combination with high concentrations of uric acid.

Suprisingly, the use of Rasburicase in the presence of uric acid even improved heart

function when present prior and during ischemia/reperfusion.

20
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Claims
1. The use of urate oxidase for producing a medicament for the treatment or

prophylaxis of disorders or indirect sequelae of the heart caused by ischemic or

reperfusion events.

2. The use of urate oxidase according to claim 1 for producing a medicament for
the treatment or prophylaxis of heart failure.

3. The use of urate oxidase according to claims 1 or 2 for producing a medicament

for the treatment or prophylaxis of congestive heart failure.

4. The use of urate oxidase according to claim 1 for producing a medicament for
the treatment or prophylaxis of disorders or indirect sequelae of the heart caused by
ischemic or reperfusion events during and after cardiac surgery.

5. The use of urate oxidase according to claim 1 or 4 for producing a medicament
for the treatment or prophylaxis of disorders or indirect sequelae of the heart caused
by ischemic or reperfusion events during and after coronary artery bypass graft,

percutaneous coronary intervention or transplantation.

6. The use of urate oxidase according to claim 1 for producing a medicament for
the treatment or prophylaxis of myocardial infarction.

7. The use according to claims 1 to 6, wherein urate oxidase is a recombinant

urate oxidase.
8. The use according to claims 1 to 7, wherein urate oxidase is Rasburicase.
9. The use according to claims 1 to 8 together with a H>O» scavenger.

10. The use according to claim 9 wherein the H>O, scavenger is ascorbic acid.

22
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Figure 1:
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Usa de urato oxidasa para &l tratamiznto o profilasis d= trastomos o szocuelas indirectas del

corazén causadas por sucesos isquémicos o dz reperfusion

La invensidn se refiere al uso de uraty ooidasa, de prefarencia urato oxidasa
resombinants, par sjzmpla raskburicasa, para producir un medicamanto para &l tratamiznto o
profilaxis d= trastomos o s=cuzlas indirsctas del corazén causadas por sucesos isquamizos
o de raperfusién, por gempls durants y dzspuss de cirugia cardiaca tal como CABG
(bypass coronario arterial por injsrto - siglas en inglés), PCI (intsrvencién coronaria
percutanza - siglas en inglés), trasplantss, post-infarto de mizcardio v para el tratamiznto 5

profilaxis de znfermedad arterial coronaria o falle cardiaco, por gjempls fallo cardiaco

El acido urico es &l producto final d=l matabalismo de purina en avas, rzptiles,
primatzs y seres humanos y s2 producs n el higado mediante oxidacién de <antina 2
hipowantina. En todos los denids mamiferos, sl acido Urico se oxida adicionalments por
partz d= la enzima urato ovidasa 2n alanteina. Sin smbargn, los seres humanos carsczn de
esta enzima. Dado que &l dcido Grico tisne una defiziznts solukilidad &n agua, ze 3akbe qus
el aumento en los niveles de plasma &s 2l causante de varias enfarmedades tal como Ia
gota. Un aumento agudo de acida drizo conduce a un fallo renal agudo causads por la
precipitacién de cristalas de Acido rico =n tdbulos renales (Ejaz AA. et al, Clin. J. Am.
Hzphrol. (2007) 2:1E-21).

El incremants =n la produscién d2 acido drico =5 causade, en gensral, #n pacientzs
que padecan trastomas 2n 2l metabolisme dz purina tal como hiparurizemia haraditaria. Sin
embargn, un aumients agudo dz altes nivelss ds Acido drico se observa también 2n
cualguier pacizntz que sufrz una muarte masiva de las oélulas, tal como durants el
tratamiznto d= cancer con agentes citostaticos. Se osabe que esto ditimo conducs al
denominadeo sindromez de 1a lisis del tumor, 2n qus la musrte masiva de células conduce a la
liberacién d= acidos nucleicos que son rapidamsnte catabolizados en acido drico como
products final debide al metabalismo dz 1a purina. En ganzral, una muerts masiva de celulas
se ohssrva tambign en cualquier situacién patofisicldgica de isquemia y reperfusidn y, por lo
tanto, también durantz una cirugia cardiaca tal como CABG (hypass coronario artzrial por
injerto), PCI (intervencién coronaria parcutanga), trasplantss, post-infarts dz miccardio,
enfermedad arterial coronaria o fallo cardiaco.

Junto a los sucescs agudos mencionades =n Ultimo lugar, recientzments se enzontrd qua
roncentracionss incremeantadas de acido arico 2n 2l plazma sran predictivas también de la
mortalidad en fallo zardiaco congastivo (Anker SD et al, Circulation (2003), 107: 1961-
1997). También 3¢ ha discutido recizntemants una correlacidn causativa de esto (Hare JM

et al., Circulation (2003) 107:1951-1953).
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Actualments 5= pueden utilizar tres principios diferentss con 2l fin de redusir los
elevados niveles patofisiolégicos d= Acido drico. (i) Pefusrzo de la excrecidn renal d= acida
arico, (i) dataricro de 1a gensracion de acido drico o (i) conversidn de acido Orico en

alantoina.

i) Benzobromarona

El tratamiento  con benzobromarona  ((C-etil-2-benzofuranil)-(3, 5-dikromo-4-
hidroxifenil)cstona) refusrza la ewcrecidén renal de dcido drico fijands como cbjetivo 1a
reabsorcion renal de acido drico. El efzcto neto bajo tratamiznta con benzobromarona 2s a
exarzsién  incramentada de Acido drico. Bl tratamient> ha de comenzar madiants
dosificacidn por dsbajo del umbral, ya que fa propia benzobromarcena pueds disparar la

precipitacion d2 Acido 0rico en 21 rifdn o uréter.

ii) Alepurinol

Ctro enfogque fija coma objetivo 2l catabolismd de purinas &n acido drico dzkido a la
inhibicién de wantinceidasa, una snzima clave =n 2l metabolizme de purina: Alopurinl (4-
hidrosipuringl), un analogs d2 wantinga, 23 un inhibidar dz »antincsidaga que conduce a una
generacién disminuida d2 acido drico. Actualments, s considzra que 2l tratamients con
alopurinol s 2l tratamiznto farmacoldgico =standar de enfermedades ascciadas con
hiperuricenia, tal como 1a gota. Durants <l tratamientn con alopurinel, =n lugar dz acido
arico, las =antinas precurscras & acumulan y se excretan principalments a través de los
rificnes. El tratamiento con alopuringd &s preventivo para evitar altes nivelzs dz acido Urico,
pero &s inad=cuads 2n los casos de niveles d2 Acido Orico ya elevados y, ademas, 32 sahe
que produce gota por si mismo. En 2l cazo dz la pravencidn dal sindromz d= [a lisis del
tumer durantz el tratamiento de cancer, &l alopuringl s& administra antes dzl tratamisnto
citotérico. Junto a la aplicazién de alopuringl, la administraciin s Jdirige a normalizar

ancrmalidadss metabdlicas y prevenir una lzsidn renal adicional.

iii) Urato oxidasa

El mecanisme de accidn de la urato oridasa as diferente de alopurinol. La urato
oridasa (4cido Urico oridasa, urato oxigeno oxidorreductasa, EC 1.7.3.3) cataliza 1a
cridacién de acido Urico en alantoina, un products soluble en agua gque se eorata
facilments por partz de los rificnes (ssquema 1). La enzima protzina urato ovidasa se pusde

obtzner, por gjemplo, de Aspergillus flavus.

El ADNc que codifica esta protzina ha sido clonade y exprasado en Escherichia coli

(Legou= P. et al, J. Bicl. Chem., 1992, 267, (12), T565-3570), =n Acpergillus flavus
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(Chavalet L. et al, Curr. Genzt, 1922, 21, d47-453) y an Caccharomyces serevizias
(Leplatois P. &t al., Gene., 1992, 122, 129-145).

Urato o~idasa recombinantz &3 urato  ovidasza  producida por  microorganismos
genéticamente modifizados y puede obtznerss, por zjempld, dz 1as cepas a partir de las
cepas de Escherichia coli y Saccharomyces cereviziae gendicamante modificadas, antes
mencionadas.

Raszburizasa =3 una =nzima urato oxidasa recombinants, producida a partir de una cepa
ganéticamantz maodificada de Saccharomyces cerevisiae, clonada con un ADHS procedente
d= una czpa de Aspergillus flavus (Oldfizld V et al., Drugs (2006) 66 (4):528-548, Leplatois
P. &t al., Senz., 1992, 122, 135-145). Rashuricasa =3 una proteina tetramérica con
suburidades idénticas Jde una masa malecular de aprovimadamente 24 FDa cada una
(Figura 1) - similar a la urato oxidasa nativa de Aspergillus flavus (Baycl A. et al, Bictezhnal.

Appl. Biocham. 2002, 36, 21-31).

guanina hipoxantina
guanina clealninas;i\\\ -"(antina oxidasa  —<——— alopurinol
xantina
xantina oxidasa - oxipurinol

excrecion urinaria~=——— 3cido drico

urato oxidasa / rasburicasa

®

5-hidroxiisourato

degradacion no =nzimatica

excrecion urinaria-e———— alantoina

H,0,
Esquzma 1: Efectos de urats oxidasa, rasburicasa, alopurinol y awipuringl (21 metabalito
activo de alopuringl) sobre el catabalismo de purina, © indica inhikizidn dz <antina oxidasa
por parts de alopuringl y ot-:ipurinc.l;@ indiza metabolismo d2 acido drico por parte de

rashuricasa o uratn oridasa
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Debido a su modo de accién, en lugar del tratamisnts con alopurinal, 2l uso da
rashuricasa s ahora &l tratamiento prafarido en situacicnss de nivales de acido drico 2n 2l
plazma agudos y masivamente incrementados en 2l contexto A2 la prevencidn del sindrome
de la lisis del tumar.

Una aparentz desventaja dzl tratamiento con urato cridasa 2s la ganeraciin de una
cantidad estequiométricameantz equivalentz de perdxido de hidrégeno (Esquama 2), qus

estd de acusrdo con &l conacimiento actual visto como un problema, sspecialments en

1)

relacidn con &l uso pratendido d= urato ovidasa =n indicaciones cardiovasculares.

urato oxidasa / rashuricasa
4cido drico+ 2 H,0 + O, > alantoina + 2 H,O, + CO,

Esquema 2

H.0;, a pesar d2 no ser un radical por si mismo, s& pueds convartir facilmente 2n radicales
Kidrovilo mediantz la reaccién d2 Fanton. Diferentes especies de radicales oxigeno
snddgenamante generados @2 denominan especies de aigeno activas (ROS - siglas &n
inglés) que comprenden tambidn otres tipos tales como radicales hidroxily o anionzs
superéxido que se convierten faciiments. Las ROS pusdsn generarse medianta difsrentzs
sistamas de 2nzimas celulares, por gjempld mediant: HADPH oxidasa. En &l pasada se
demostrd que las ROS  estaban implizadas en muchos  procesos  fisioldgicos vy
patofisiclégions. Numerosos estudios revelaron un papel perjudicial de las PO3 con
respacto a indicaciones cardiovascularss (Lo SE et al,, Am. J. Physial (1993) 264 L406-41Z;
PMtHs; Gasic AC et al, Circulation (1991) Hov; 34(5): 2184-2166; Bradley JP. &t al,, Am. J.
Pathal. (1998), 147(Z). 627-641; I'-ic—.vil CG et al, Am. J. Physiol. Cell Physiol. (2000) Jul,
279(1):; 2I21-20; Zafari AM -t al.,, Hypertension (199_)3&[_{; 32(3); 485-195; para una
perspectiva, véase Cai H, Cardiovascular Pesesarch (2008) €3:28-26).

Sz han llevado a cabo erperimentos para somstsr a ensayo |3 urato ovidasa
rashurizasa en combinacion con acido Grico =n cuantd a sus =fectes cardiacos adversos
esperados causados por 2l perdvido de hidrégeno generado. Sorprandesntemente, los
exparimentas han damostrado que 1a funcién del corazdn no s& ve significativaments
afectada por altas concentracionss de rasburicasa ssla o en combinacion con altas
concentraciones de acido drico. Ademas de =llo, la combinasidn de rasburicaza y acido
arico incluso majord la funcién dzl sorazén y 1a cardiodindmica cuando la combinacisn 2sta
pressnte, antzs y durants isquemia y raparfusion.

Por lo tanto, 1a invencién s refiers al uso dz una urato axidasa, dz preferencia urato

oridasa recombinants, por gjemplo rasburicasa, para producir un medicaments para el
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tratamiznte o profilasis de trastornes o sscuslas indirectas del corazén cauzadas por
SUSESOS izquimices o de repafusiin, por gj=mplo durante y después de cirugia cardiaca tal
como CABS (bypass coronario arterial por injerto), PCI (inlarvencidn coronaria percutanza),
trasplantes, postinfarto d= miocardio y para & tratamiento o prefilasis de enfermedad
artzrial coronaria o fallo cardiaco, por zjzmplo falla cardiaco congestivo.

En otra r=alizacién, s= prafizre un tratamiznto adiiconal con un agente de barrido
para H.Q., por gjemplo vitaminas A, C o E, Trolox, proantocianidina cligémizra, ghutation, L-
[-acetilzisteina, ebaslzn, lieopinag, flavoncids, catzguina y antociano, mas preferiblzmanta
acido L-ascérbico.

Formulacionas farmacéuticas comprenden, como constituyentz activo, una Jdosis
eficaz de ragburicasa, ademas de soportzs y adyuvantes hakitualzs, farmacéuticamants no
cbjetables y, opcionalments, también uno o mas dz otros ingredientss farmacclégicos
activas, por sjempld  acido  ascirbico. Las  formulacionss  farmacéuticas  contiznen
normalmeants dz 0,1 a 90% =n peso d= rasburicasa.

Las formulacicnss farmacéuticas ¢2 potedzn producir de una mansra conacida per
se. Para ast= fin, los ingradizntes activos y/o sus sales fisioligicaments compatibles, junto
£ON UNG 0 Mas soportes y/o adyuvantes farmaciuticos, sélidoes o liquidos, se convisrten en
una forma de administracién o forma de dosificacion adscuada, qus luego se pueds utilizar
como un madicaments en la meadizina humana.

2e puedsn administrar medicamentss qus comprendzn rashuricasa, por sjemplo por
via parzntzral, intravenoasa, rectal, nasal, por inhalacidn o por via topica, dependiendo la
admisnitracién preferida d=l caso particular,

La persona experimentada en la t2onica estara familiarizada, en base a su
conocimisnto  experto, con los  escipientss que son adecuados para la formulacién
farmacéutiza deseada. Ademas de disclventes, formadores de g2l bases para supositoring,
ercipzntes para comprimides y ctros soport2s de ingradientas activos, es posible utilizar,
por =jemplo, antio-idantss, disperzantss, emulsionantzs, antizspumantss, saborzantes,
consarvantes, sclubilizantzs, agsntes para conseguir un efecto de depdsito, sustancias
tampén o colorantes.

Para la administracién por via subcutanza, intramuscular o intravencza, 198
compusstos actives utilizadas, si se desea con las sustancias habituales para estz fin, tales
como estabilizadores, emulsionant=s o excipientes adicionalzs, se convierten =n solucién,
suspension o emulsién, Ejemiples de disclvantes adzcuados zon: agua, solucién salina
fisicldgica o alcoholzs, por gjemplo stanal, propanol, Jlicerol y, adicicnalmeante, también
soluciones de azicares tales como solusionss d2 glucesa o manitsl, o tambidén una mezcla

de los diferentes disclventes mencionados.
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Ejemplos ds farmulasionz:s farmaciutizas adecuadas para administracidn en forma
de acrosoles o sprays son zolucicnzs, suspansionss, emulsionss o farmas medicamentosas
vesicularas y minslares dz los ingradizntzs actives o sus sales fisiolégicaments compatibilzs
en agua o =n un disalvents miscible con agua u olzoso, fanmaciutizamentz no objstabls,
una mezola de aste tipe de disclventzs. También adesuados para la administracion 2n
forma de azroscles o sprays, por gpemplo para la administracidn por via nasal, son polvos
d= los ingredientss actives o sus salss fisicldgicamants compatiblas. Si se requiers, todas
las formulacicnes puzdan también comprendsr otros evcipientas farmacéuticos talzs como
aditives izotonificantzs, tensinactivog, emulzicnantss y estabilizantzs, y también un aas
propulsar. Las formulacicnzs mencionadas pusdsn astar, adicionalments, en forma d2
productos licfilizados.

La doszificacién de rashuricasa a administrar de acuerds con la invencién dapands
dzl caso individual y, para una azaién éptima, deberia ajustaraz a las circunstancias del
caso individual como es habitual. Por gjemplo, depends, naturalmente, dz la fracuzncia dz
administracidn y de la potencia y duracidn de 13 accion de los compuestos utilizados 2n
cada caso para 2l tratamiznto o profilaxis, pers también de l1a naturalzza y aravedad de la
enfermedad a tratar, y también del sevo, edad, peso y capacidad de respusata individual o=l
cer humano o animal a tratar, y de si s practica un tratamisnto o profilaxis aqudo o crénico.

La dosificacidn de razburicasa pusde variar, tipicamsnts, dentro del intzrvalo dz
1mg a 1g por dia y por persona (de un peso corporal de aprovimadamsntz 75 1Y), de
preferencia de & a 750 mg por dia y perzana, por gjzmpla de 100 a 150 mg por dia y
perscna. Ho obsetantz, tambizn pusdzn sar apropiadas dosis mayores. La dosis diaria d 103
ingradizntzs activas pueds administrarse toda de una vez o s pusde dividir entre una

pluralidad de, por gjempla, 2, 3 5 4 administraciones.

Parte experimental

Lista d= abreviaturas

Asc. A acido ascérbico

kDa Kilo Dalton

n narnero de animales
P presién

Rasb rasburicasa

Repearf. reparfusisn

UA acido drico

Ejemplas de preparaciones farmacéuticas
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EJEMPLO A Solucién acuoaa para administrazién intravanosa

Para prsparar 10 ml dz soluzion que comprendzn 50 g de compuesto activo par mi,
0,5 mg de razburicasa se disolvizran &n 10 ml dz solucidn isctinica de cloruro de sodio (al
0,9%).

Experimzntos en corazonss ds rata aisladeos latentes

Como materiales biolégicos para corazenss aislados s utilizaron ratas Wistar
machos, los cuales s2 adquirizron dzl Laboratory Animal Scisnce and Welfarz (LASW). La
funcién del corazan (flujo y contractilidad coronaria) s& invastigd en & modslo de “Corazén
Aislado Latznt=" tal como 2e ha descrito previamente (itter G =t al., Laboratory Animals
(Z005) 38, 173-163). Los corazonss s& perfundisron primeramante segun el método de
Langendarff con una soluzién de Prebs-Henselzit origenada (9575 Qs 5% CO-) no circulante
de las composicionzs (mmol/ll) siguizntes: MaCl 113; KCI 4,7, Cacl,, 2,5, Mas0y, 1,5,
HaHCO,, 24,9; KH.PO,, 1,2; glusosa, 5,5; piruvato de Ma, 2,0, Un zatéter colocado en la
artzria pulmonar drenaba el matzrial perfundido sflusnte coronario que se recogid para la
detzrminasisn del flujo coronaria y medicionss venasas de Pg,. 5 introdujo una canula en
la auricula izquigrda madiantz una incisidn de la auricula izquizrda. Después de un periodo
de squilibrado d= 15 minutos a una presidn de perfusion fija de 60 mm de Hy, &l corazion se
consctd al modo de latencia a una presién de llenada fija d= 11 mm de Hg. 52 tomaron
muestras del flujo coronaric (CF) y a=falzs de presién (dP/dt.) a 500 Hz, y se

promesdiaron cada 2 segundas.
Efectos sobre l flujo coronario y 13 contractiidad del corazdn:

Altas conssntracionss de rasburicasa se semstizron a =nsayo en combinacidn son
difzrzntes concantracionza d2 Acido drico =n corazones de rata aislados en funcionamisnto
&h cuanto a sus posiblzs sfzctos cardiacos advarsos causados por &l perévido dz hidrdgeno

(H20Q2) g=nerado.

La Tabkla 1 mue=stra que concentracionzss mayorss qus 100 pM de HOs. reducian

fusrtements el flujo coronario y la contractilidad.

Tabla 1: Efzcto d= incrementar las concentraciones dz H0. sobrz 2l flujo coranario (CF) y

fa contractilidad (dP/dt;.,) =n corazones de rata aislados; n =4, *p<0,05 frentz a valer hasal
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Valor Basal | H:0- 10pM | HaOn Ha0n H~ s Tarnpén
20uM 100uM 200uM
CF 14,070,353 | 13,2040 55 | 16211 | 15713 10,42 £0,3% | 14,43
(mL/min) +0.96
dP/dtyax JEAG £ 172 | 47742185 | 446G 4573 1693 £ 69 | 2493
(mm  d& +187 +269 +182°
Hg/s)

Concentraciones crecientss dz rasburicasa (0.5, 1.5, ¢
solamente un ligero dsacenso

no se vaia influenciado en

(N9 significativa) =n 2l flujo coronario y la

prasencia d= Acido drico (6 mg/L.) (Tab.

15, B0 pg/mL) induzian

contra

ctilidad, qu=

2). Efectos similarzs se

observaron cuando se perfundia una alta concentracién de rasburicasa (50 pg/mL) con

concentracione

Takla 2: Ef=
6 mg/L) sobrs

=l flujo coronario (CF) y la contractilidad (dP/dtg..) &n

s mayorss de Acido aric

cto de incremsntar las conce

aislados; n = 6-7/grupo

rtraciones

o (B-30 my/L) (Tab. 3).

de rashuricasa con y sin acido drico (WA

corazones de rata

Valer | Rasb Pash Fash Pasb Rasb
Basal | 0,5 pg/mL 1,5 pa/mb 5 pg/mL 15 pg/mL 20 py/mL
CF 14,29 | 134,09£0,53 | 13692059 | 13,501,002 | 13,11£0,99 | 12,2741,16
(mL/min) +0,89
sin UA
CF 15,23 | 15,7+0,7 15,4£0,74 15,050,603 | 14,824£0,78 | 13,520,351
(rml/min) 10,79
Con UA
dP/dtmax 4397 | 4311 £ 260 2T IA [ M £ 28T | HIdE £ 316 | 3B1T2E2
(mm  de | £259
Hg/s)
sin UA
dP/dta 452 ACET £ 215 | 4535 £ 224 | 4491 £ 201 | 4331 £ 202 | 4200£345
(mm  de | 158
Ha/s)
con UA
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Tabla 3: Efzcte dz incremantar las concentraciones d= acido arics y altas de rashuricasa

(Rasb £0 pa/mL) sobre

&l flujo coronario (CF) y la contractilidad (dP/dty..) &n corazones de

rata aislados; n = 4-5/grupo

(mL/min) +1,56
Control

Valor | Acido Urico | Acido Urico | Acido Urico | Acido Urico | Tampén
Basal | 6 myg/L 6 ma/lk +|15 mg/l + |30 mg/L +
alta alta alta
concentraci | concentraci | concentraci
én de Rash | dnds Rash | énde Rash
CF 12,86 | 12,881,477 | 13,231,681 | 12,27+1.8 13,341,535 | 15,471,532

CF 13,22 | 1%,8141,02 257+ 12,352,351 | 11,0841,22 | 10,5311,2
(mL/min) 10,99
Con UA
AP/dt g SRED 2E00 £ B2 | ITAS £ E2 | 3345 £ 570 | ZoaT £ 455 | H100£290
(mm de | +447
Hgls)
Control
dP/dtmax T30 LOGT £ 32T L AE21 2347 | 30322 3H | 2810+ 241 | ZET1£252
(mm de | £213
Hg/s)
con UA
Bfectos sobre &l flujo coronaria y la contractilidad dsl corazdn oon isquamia global y
reperfusion: | '

Ilna aita concentracidon Jd= rashkuricasa (50 pg/mL) =n combinacién con altas

concsntracionses dr'— acido drico (15 & 30 mgl/L),

concentracién la r'-cm eracidn tras isquemia/raparfusién (Tab. 4, 5).

mjord de forma depandisnte de la

Tabtla 4: Efecte de altas concentracionss de rasburicasa (Rashk 20 pg/mL) y acido arico (UA
15 myg/L) sobrz 2l flujo corcnario (CF) y la contractilidad (dP/dtye) en corazones de rata

aislados con isquemia glokal y reperfusiang n = S/grupes *p<0,05 frent= a control
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5 rmin | 1 min | Isquemia | Reperf. Reperf. Reperf,
antes  de | anles  de | Global 2 min | 10 nin | 15 rmin
isquemia | isquemia daspués de | después de | daspués de
isquamia isquamia isquemia

CF 13,22 12,52 0,32 1,471 69 4,71+1,58 4,73+1,85

(mL/min) | 0,7 0,75 +0,08

Control

con UA

CF 14,85 14,59 0,23 3,76 £24% | 324+£2 05 7,942 53

(mL/min) +0,7 +0,75 +0,01

con UA +

Rasb

dAP/dt s, GO0 603 AN 1067 £493 | 1234 £ G687 | 14037308

(mm de | £2& 315

Hg/s)

Control

con UA

dP/dtax 4000 4074 ol 2OST XGRT7F | ZOSG £ 372 | 2110774

(rmm de | 2270 1277

Hag/s)

con UA +

Rasb

Tabla 5: Efacta de altas concentraciones Jd= rasburicasa (Rasb 0 pg/mL) y acido urico (UA
30 myg/l) sobre &l flujo coronario (CF) y la zontractilidad (-:iP/dtm;X) 2N corazones de rata

5 aislados conisquemia global y reparfusion; n = S/grupn *[<0,05 frantz a control
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5 min
antes de

Jsquemia

1 min

antes o

isquemia

Reperf.
5 min
despusds de

isquemia

10 min
después de

isquemia

CF 13,33
(mU/min) | 20,7

Control
con UA

3,534£1,58

16511, 29

(mm  de | £350
Hagls)
Control
con UA

+437

CF 15,14 15,21 12,29 £2 2% [ 12,9 £1,35% | 12,44 21,17
(mbL/min) | £0,8 1,06

con UA +

Rasb

dP/dt e 4020 4017 Eat D SO0 A 2B £ 314 | 31924273

dP/dt e 4090
(mm  de | £339
Hg/s)
con UA +
Rasb

)
2

b

i+

[

SURD EEET

230075

La adicién dz Acido ascérbico (1 mM) condujo a una normalizacién del flujo coronario y a

una majora adicional sobre 1a contractilidad tras isquemia/reperfusion (Tab. 6).

Tabla 6: Efecto de altas concentracionss de rashburicasa (Raskb 50 pg/ml), acids drico (UA

30 mg/L) y acido ascorbico (Asc.A. 1 miM)y sabre &l flujo coronario (CF) y la contractilidad

(dP/atz) 2n sorazonss de rata aizlados con isquamia glokal y reperfusibng n

*p<0,05 frente a control




12

con UA +
Rasb
+Asc.A.

5 nin | 1 min | Isquamia | Repeif. Pzperf Reparf
antes  de | antes  de | Global & min | 10 min | 1& min
isquemia | isqusmia después de | daspuids de | despuds de
isqu=mia isquamia isquemia
CF 13,2 13,32 0,21 12,282275 | 14,3720,59 | 13,480 57
(mL/min) +0,88 +0,52 +0,02
Control
con UA
+ Rasb
CF 14,34 14,23 0,55 1841,64 12,9117 12,64%1,8
(mL/min) +0,953 +1,1 +0,02

dP/at e
(mm de
Hg/s)

Control
con UA +

Rasb

4549
+314

&1+

ZACd £ 025

et
<1
DO
()
+
[

a0

F1E0£255

dP/dt s
(mm  d=
Hg/s)
Control
con UA
Rasb

+ Asc. A

457

+312

A
]
H

TODRM O
Pchncl oo ih’l E

[0

2075

4+

4002+27

)

Tal como 3= musstra antzs, [a funcign dzl corazén no se vid significativamenta

afectada por las

L2

concentraciones de acido drico.

altas concentracionss de rasburicasa sola o =n combinacidén con altas

Sorprendentements, 2l uso de rashburicasa en presencia d2 acido drica incluso mejord la

funsidn del corazdn cuando estaba

f=tl~

ntz antes y durante isquemialrep=rfusidn,

En el escenario de cirugia cardiaca y fallo cardiaco, s& asums que rashuricasa &3 adzcuada

y segura. En los svperimentos de isquemialreperfusidn realizados por la solicitants

rasburicaca mejord incluso la cardiodinfZmica después de isquemia.
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REIVINDICACIONES

1. El uso d= uralo exidasa para producic un madicaments para &l tratamiento o la

profilasis de trastornos o secuslas indirsctas del corazén provocadss por sucesos

2. El uso de urato ovidasa Jd= acusrds con la reivindicacisn 1 para producir un
medicamento para &l tratamiento o la profilaxis de fallo cardiaco.
2 El uso de urato cridasa de acuerdo con la raivindicacién 1 4 2 para producir un

medicamants para el tratamiento o la profilaris de fallo cardiaco congestiva,

4. El uso de wrato oxidasa de acuerds con la reivindizacisn 1 para producir un
medicamanto para &l tratamiento o la profilasis de trastornos o secuslas indirsctas dal
corazon provocados por SUcesos isquimicos o de reperfusién durants y después de cirugia

cardiaca.

5, El usn de urato a-idasa de acusrdo con la reivindicacién 1 3 4 para produsir un
madicamanto para <l tratamisnto o 1a profilacds de trastornos o secuzlas indirectas dsl
COrAZHN provocades por sucesos isquémicos o de reparfusion durante y daspués de injerto

por bypass de artzria coronaria, intervencidn coronaria percutanea o trasplante,

6. El uso de uraty oxidaza de acuerda con la reivindicazidn 1 para produsir un

medicamanto para 2l tratamiznto o [a prefilais de infarts de miszardio .

7. El uso d= acusrdo con 1as reivindicacionss 1 a 6, 2n donds |la urato ovidasa s una

urato oxidasa recombinante.

3. El uso de acuerdo con las reivindicacionss 1 a 7, en dendes (3 urato orxidasa

A1)
b))

rashuricasa.

9. El uso de acusrdo con l2s reivindicacionss 1 a 3, junta con un agents d2 karrido de
H,0..

10. El ugn 4=z acuzrde con la reivindicacién 9, en dondz 2l agzantz de barrido de H0. &

w

acido ascérbico.

39



10

14

Resumen

USO DE URPATO QXIDASA PARA EL TRATAMIENTO O PROFILAXIES DE TRASTOPNOS
0O SECUELAS INDIRECTAS DEL COPAZGH CAUSADAS POR SUICESOS ISQUEMICOS
O DE REPERFUSION

La invencidn s= refierz al usas d= upa urato oidasa, de preferencia urato oxidasa
recombinant=, por gjemplo rashuricasa, para producir un medicaments para el tratamients o
profilaxis de trastormos o secuslas indirsctas del corazén causados por 3UsEs08 iSQUEMILGS
g de reperfusién, por ejemply durante y despuds de cirugia cardiaca tal como CABG
(bypass corenario arterial por injerio), PCE (intervencion corcnaria percutanea), irasplantes,
post-infarta d= miocardio y para <l tratamiento o profilazis de enfermedad arterial coronaria

o fallo cardiaco, por 2jemplo fallo cardiaco congsstivo.

40



10

15

20

25

in

Figura 1:

CHa- CO-SerAla Val Lys Ala Ala Arg Tyr Gly Lys Asp Asn Val Arg Val

Tyr Lys Val His Lys Asp Glu Lys Thr Gly Val Gin Thr Val Tyr
Glu Met Thr Val Cys Val LeuLeu GluGly Glu lle Glu Thr Ser
Tyr Thr Lys Ala Asp Asn Ser Val lt2 Val Ala Thr AspSer e

Lys Asn Thr lle Tyr lle Thr Ala Lvs Gln AsnPro Val Thr Pro
Pro GluLeu PheGly Ser lie Leu Gly Thr His Phe lle Glu Lys
Tyr AsnHis lle His Ala Ala His Val Asn lle Val CysHis Arg
Trp Thr Arg Met Asp lle AspCly Lys Pro His Pro His Ser Phe
lle Arg Asp Ser Glu Glu Lys Arg Asn Val Gln Val Asp ValVal

Glu Gly Lys Gly lle Asp lle Lys Ser Ser Leu Ser Gly Leu Thr
Val Leu LysSer Thr Asn Ser Gin PheTrp Gly PhelLeu Arg Asp
Glu Tyr Thr Thr Leu Lys GluThr Trp Asp Arg lle Leu Ser Thr
Asp Val AspAla Thr Trp Gin Trp Lys AsnPheSer Gly LeuGin
Glu Val Arg Ser His Val Pro Lys PheAspAla Thr Trp Ala Thr
Ala Arg Glu Val Thr Leu Lys Thr PheAla Glu Asp Asn Ser Ala

Ser Val Gin Ala Thr Met Tyr Lys Met Ala Glu Gin lle Leu Ala

Arg Gin Gin Leu lie Glu Thr Val Giu Tyr Ser Leu Pro Asnlys
His Tyr PheGlu e AspLeu Ser Trp His Lys Gly Leu Gln Asn
Thr Gly Lys AsnAla Glu Val Phe AlaPro Gln Ser Asp Pro Asn
Gly Leulle Lys Cys Thr Val Gly Arg Ser Ser LeuLys Ser Lys

Leu
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